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諸言 
 
 ビスフェノール A（2,2-bis[4-hydroxyphenyl]propane, BPA）は、弱いエストロジェン活性を
示す内分泌かく乱物質としてよく知られており、ポリカーボネートプラスチックやエポキシ樹脂
製品の原料として、缶詰の内側のコーティングや歯科用のシーラント等に広く使われている[38, 
39, 47]。しかし、pH の変化や熱によって容易に食品や飲料品中に溶出すると言われており[23]、
これが体内に入る主な要因と考えられている。BPA は生殖器系や神経系等への影響が報告されて
おり、糖代謝異常や、乳癌、社会性行動の異常にも関わっていると言われている[7]。 
 BPA はラットにおいて、uridine diphosphate（UDP）-glucronosyltransferase の分子種の一
つである UGT2B1 によってグルクロン酸抱合され、BPA グルクロン酸抱合体（BPA-GA）とな
り、速やかに体外へ排出される[50]。血漿中に含まれる BPA のうち、抱合されていない BPA の
状態のものは 2%にすぎず、0.02ng/mL 以下であるという報告もある[46]。この様な高い排出機構
があるにも関わらず、特に妊娠期の BPA 暴露による胎仔の発達や、さらには二次性徴期の発達に
まで影響があるという報告がある[15, 49]。肝臓で代謝された BPA は BPA-GA となり、抱合体の
輸送体である multidrug-resistance protein 2（MRP2）によって主に胆汁中に排泄される[18]。
しかしながら妊娠期には、MRP2 の発現量が減少し、代償的に静脈中に排出される BPA-GA が増
加する[17]。この母体血中の BPA-GA 濃度上昇は、胎盤を介した胎仔暴露のリスクを高めること
になっている。当研究室のBPA-GAの子宮灌流実験により、生体への活性はないとされるBPA-GA
が胎盤を通過し、胎仔において BPA へ脱抱合されていることがわかった[37]。またヒトの妊娠中
期、後期の羊水中や臍帯から BPA が検出されている[16]。そして胎仔期における肝臓の UGT2B1
の発現量は低く[37]、胎仔の BPA 代謝能力は極めて低いと言える。つまり、これまで速やかに生
体活性のない BPA-GA へ代謝され、体外へ排出されると考えられてきた BPA は、妊娠期に
BPA-GA として胎盤を通過し、代謝能力の低い胎仔で BPA として影響を及ぼしていると考えられ
るのである（図 1）。 
近年、低用量の BPA が胎児や乳幼児に影響を与えるという報告をうけ、世界的に BPA のヒト
への影響について再評価が行われ、胎児・乳幼児期における暴露に関しての規制が強くなってい
る。日本では現在、耐容一日摂取量を 0.05mg/kg/日としており、それに基づき溶出試験規格を
2.5μg/mL としている。厚生労働省は BPA の暴露をできる限り減らすために、関係事業者に製品
の改良等自主的取組をさらに推進していくよう要請している。カナダや EU では、それぞれ 2010
年と 2011 年に BPA を含むポリカーボネート性哺乳瓶の製造を禁止している[51, 53]。このような
動きを受け、BPA に代わるビスフェノール類の使用が広まってきている。ビスフェノール B 
（2,2-bis(4-hydroxyphenyl)butane, BPB）や、ビスフェノール F （bis(4-hydroxyphenyl) 
methane),BPF）、ビスフェノール AF （4,4-hexafluoroisopropylidene)diphenol, BPAF）、ビ
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第Ⅰ章 妊娠後期から乳幼仔におけるビスフェノール類の代謝動態 
 
1. 序文 
薬物や様々な生体外物質を体外に排出するために、生体では主に肝臓において生体異物の親水
性を高め、排出しやすい形に代謝する機構が備わっている。代謝は多くの場合、２つの相で起こ
り、第Ⅰ相反応では CytochromeP450 (CYP)による水酸基の付加が代表的である。第Ⅱ相反応で
は抱合反応が行われ、グルクロン酸抱合、硫酸抱合、アセチル化などがあげられ、第Ⅰ相反応よ
りも水溶性が高まり排泄されやすくなる。 
BPA についても同様の代謝を受けることがわかっており、ラットの肝臓において、BPA は
UDP-glucuronosyltransferase （UGT）の分子種である UGT2B1 を介して BPA-GA となり、速
やかに体外へ排泄される[50]。しかしながら、胎仔では肝臓の UGT2B1 の発現量が低く、BPA
を体外へ排出する機能が大変弱い[37]。 
近年、特に BPA の胎児・乳幼児期における暴露に関しての規制が強くなっている。2010 年に
カナダ政府は BPA を含むポリカーボネート性哺乳瓶の輸入や販売・広告を禁止し[53]、2011 年
に EU が哺乳瓶の製造にポリカーボネートの使用を禁止した[51]。そして 2015 年にフランス政府
は全ての食品包装において BPA の使用を禁止した[55]。そのため BPF や BPAF 等の BPA の類似
物が BPA の代替物質として使用されることが多くなってきている。しかしながら、BPA の類似
物はその構造が BPA と似ているために、BPA と同じような影響が懸念されている。BPF や BPAF
は弱いエストロジェン活性が認められており、歯科材料[13]や缶詰食品[29]、住宅の埃[30]などか
ら検出されている。BPAF はエストロジェン受容体（ER）に結合することでエストロジェン様作
用を起こしており[27, 28]、ERα にアゴニスト活性が認められ、ERβ にはアンタゴニスト活性が
認められている[34]。また、BPAF はヒトのプレグナン X 受容体のアゴニストとしても報告され
ている[45]。BPF は ER に親和性を示し、抗アンドロゲン活性があり、BPA とは少し異なる[28,42]。
BPF、BPAF はヒトやラットの肝臓の UGT で代謝され[9]、BPF はラットにおいて妊娠後期に胎
盤を通過することが報告されている[2]。BPA は次世代への影響について数多くの報告がされてい
るが、BPA の類似物質による次世代影響については未だほとんど報告されていない。私達は胎児
や乳幼児期の UGT 活性が低いことが影響のメカニズムの一つの要因となると仮定し、胎仔と乳
幼仔、母親のマウスの肝臓における BPA と BPF、BPAF に対する UGT 活性を調査し、さらに
UGT2B1 の発現量の比較を行った。 
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2. 材料と方法 
1) 試薬 
BPA、BPF、BPAF および high liquid performance chromatography（HPLC）適合規格のメ
タノールは関東化学（東京）より購入した。その他一般試薬は、純度の高い物を用いた。 
 
2) 共試動物 
10 週齢の妊娠期および乳幼仔 C57BL/6 マウスは三協ラボサービス（東京）より購入した。い
ずれも自由採食、自由採水とし室温 22℃±2℃、12 時間明‐12 時間暗サイクルの条件下で個別に
飼育した。全ての動物実験はペントバルビタール（ソムノペンチル、共立製薬、東京）による麻
酔下で実施し、酪農学園大学動物実験委員会から承認を受けて行なった（ES23A07）。 
 
3) ビスフェノール類のグルクロン酸抱合体の分離・精製 
3)-a.  肝灌流外科手順 
ラットを用いた BPA、BPF、BPAF の肝灌流によって BPA-GA、BPF グルクロン酸抱合体
（BPF-GA）、BPAF グルクロン酸抱合体（BPAF-GA）をそれぞれ分離・精製した。灌流液には
クレブス・リンガーバッファ （ー115 mM NaCl、5.9 mM KCl、 1.2 mM MgCl2、1.2 mM NaH2PO4、
1.2 mM Na2SO4、2.5 mM CaCl2、25 mM NaHCO3、10 mM グルコース）を用い、pH を 7.4
に調製して 95％O2と 5％CO2でエアレーションを行い、37℃に保温して使用した。生後 10 週齢
の雄ラットにペントバルビタール（8.46mg/100g 体重）を腹腔内投与し、麻酔の条件下で手術を
行った。腹壁を切開し、肝臓、門脈、胆管、後大静脈を露出した。総胆管と門脈にはそれぞれ PE-10 
とPE-50ポリエチレンチューブを挿管し、門脈経由でクレブス・リンガーバッファーを灌流した。
灌流開始後速やかに腹腔大静脈を切開し、内径 2mm、外径 3mm のポリエチレンチューブを挿入
して排液した。胸腔を切開し、胸大静脈を結索した（図 2）。 
 
3)-b.  肝灌流 
ビスフェノール類の基質液 （7.5µM BPA、BPF、BPAF/ クレブス・リンガーバッファー） を
調製し、灌流液と同様にエアレーションを行い 37℃に保持した。灌流システムは図 2 に示すよう
にポンプ（MP-32N、東京理化器械、東京）とチューブで構築した。流速 30ml/min で灌流を行
い、灌流液による 15 分間の予備灌流の後、BPA 基質液を 5 分間灌流し、その後再び灌流液を 55
分間灌流した（灌流時間；計 60 分間）。基質液灌流開始後、胆汁を 60 分間回収し、液体窒素で
凍結の後、-80℃で保存した。 
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5) HPLC および LC/TOF-MS 解析 
 HPLC システム（東ソー）はデュアルポンプ（DP-8020）、蛍光検出器（FS-8020）、カラムオ
ーブン（CO-8020）で構成した。サンプルは逆相カラム（2.0 mm i.d. x 150 mm、Unison UK-C18、
インタクト、東京）を用い、流速は 1.0ml/min とし、40℃、20 分間で溶液 A（メタノール：水= 
24/76 vol/vol 、10mM 酢酸アンモニウム、pH=7.0）と溶液 B（メタノール）のリニアグラジエ
ントをかけて分離した。グルクロン酸抱合体は励起波長を 275nm、放出波長を 308nm で検出し
た。結果は LC-8020 ソフトウエア（東ソー）に記録した。ビスフェノールとその抱合体の検出ピ
ークと標準液の検出ピークにおける相対面積を比較して濃度を算出した。検出限界は 0.2 µM で
あった。 
LC/ TOF -MS は上記の HPLC システムと LCT premier XE（Waters、Milford、USA）を用
いた。HPLC の流速は 0.2ml/min とし、IC-3100 シリンジポンプ（松浦製作所、東京）を使った。 
 
6) 定量的 reverse transcription PCR（RT-PCR） 
遺伝子発現解析用に採取した肝臓は、4℃で一晩 RNA later（Qiagen、Heidelberg、Germany）
に浸漬後、-80℃に保存した。RNeasy Mini Kit と RNase-free DNase（Qiagen）を用いて RNA
を抽出した。RNA は ReverTra Ace（東洋紡、大阪）と Oligo dT primers（東洋紡）を用いて cDNA
に変換した。PCR 試薬には Quanti Tect SYBR Green PCR kit（Qiagen）を使用し、iQ5/MyiQ 
Single-Color（Bio-Rad Laboratories、Hercules、USA）により解析した。Glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の発現を内部標準として発現量を補正した。解析に用い
た組織数はそれぞれ n = 3 とした。値は mean±SE で示した。発現解析に用いたオリゴヌクレオ
チドプライマーの配列は、表 1 に示した。これらのプライマーは GenBank の DNA 塩基配列を
使い設計した。PCR 反応は 94℃30 秒、64℃30 秒、72℃60 秒を 1 サイクルとし、35 サイクル行
った。それぞれのターゲット遺伝子の増幅断片は pSTBlue-1 Acceptor Vector（MERCK 
MILLIPORE、Billerica、USA）へサブクローニングされ、Escherichia coli DH5α株 を用いて
形質転換を行った。それぞれの遺伝子配列を含むプラスミドベクターは分光光度計を使い定量さ
れ、スタンダードカーブは遺伝子のテンプレートを 100 または 10 倍ごとに段階希釈し、用いた
（108-102 copies）。 
 
7) 統計分析 
全てのデータは 平均 ± S.E.で示し、 分散分析（ANOVA）で比較し、P<0.05 のものについて
Fisher の PLSD で検証した（P<0.05）。  
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表 1 UGT 分子種の発現解析に用いたプライマーの塩基配列 
Primer Nucleotide sequence 
UGT2B1-F 5'- AGATGATGGGGAAGGCAGAT-3' 
UGT2B1-R 5'- GCAAGAGCAGAAGCAACTAC-3' 
UGT1A6-F 5’-CCTCAGTGAACGCGGACACGAC-3’, 
UGT1A6-R 5'- TTCCTGTACTCTCTTAGAGGAGCCA-3'
GAPDH-F 5’-TTCAACGGCACAGTCAAG-3’ 
GAPDH-R 5’-CACACCCATCACAAACAT-3’ 
 
 
3. 結果 
1) BPA、BPF、BPAF の UGT 活性 
胎仔と乳幼仔、母親のマウスを用いて、肝臓のミクロソームにおける BPA と BPF、BPAF に
対する UGT 活性を検証した（図 3）。性差による酵素活性の違いは認められなかった。胎仔と乳
幼仔、母親全てにおいて、BPAF に対する UGT 活性は BPA や BPF に比べて 0.6～31%と低かっ
た。さらに、21 日齢までに母親と同じレベルにまで酵素活性が増加しなかった。BPF、BPA に
対する UGT 活性は、胎仔期や 7 日齢までは母親と比較すると 8～43%と低く、14 日齢あるいは
21 日齢には母親と同じレベルにまで増加した。 
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4. 考察 
UGT はビリルビンやステロイド、環境汚染物質などの、内因性および外因性物質を抱合し、親
水性を高めて体外へ排出しやすい形にする[31, 32]。UGT1A1 は主にビリルビンのグルクロン酸
化を触媒し、UGT1A1 の欠損は Crigler-Najjar 病となる[19]。UGT1A6 や UGT1A7 は、フェノ
ールや benzo[a]pyrene などをグルクロン酸抱合する[31]。そして UGT2B1 はエストロジェンや
モルヒネなどの様々な外因性・内因性のステロイドをグルクロン酸抱合する[31]。 
以前、当研究室で BPA はラット肝臓において主に UGT2B1 によってグルクロン酸抱合される
ことを報告した[17, 18, 50]。また、BPA-GA 子宮灌流実験によって、BPA-GA が胎仔へ移行する
ことや、灌流後の胎仔・羊水において BPA-GA のみならず、脱抱合された BPA までも検出され
ることが認められた[37]。周産期におけるビスフェノール類の薬物動態の解明は、次世代影響の
メカニズムを解明するために重要なポイントとなると考えられる。 
BPAF は SD ラットにおいて、主にグルクロン酸抱合体（BPAF-GA）に代謝され、ヒトでは主
に UGT2B7 で代謝されることが報告されており[26]、 UGT2B7 はヒトの胎児肝臓での発現は低
い[21]。 UGT2B7 はラットの UGT2B1 の相同分子種として知られており[31]、UGT2B1 もまた
ラットの胎仔・乳幼仔期での発現は低い[31, 34]。近年、BPAF の毒性に関する報告があり、BPAF
は in vitro においてエストロジェン作用を示すことがわかっている[27, 28]。一方で、ERαに対し
てはアゴニスト作用を示し、ERβ にはアンタゴニスト作用を示すことが報告されている[33]。
BPAF はヒトプレグナン X 受容体のアゴニストであるという報告がある[45]。BPAF の暴露は、
視床下部-下垂体-性腺軸や肝臓におけるホルモンバランス、遺伝子発現を乱し、ゼブラフィッシュ
[42, 49]やラット[11]において、精子の劣化により、卵の授精を減少させると言われている。BPAF
は BPA の安全な代替物質とされていたが、毒性が高いことが考えられ、これは特に本研究で示し
たように、周産期における BPAF の極めて低い代謝に関係している可能性がある。 
一方 BPF に対する肝臓での UGT 活性は、胎仔・乳幼仔期ではとても低く、BPA と同じように、
出生後に増加する（図 3）。このことから、BPF は BPA の様に、主に UGT2B1 で代謝されてい
ると考えられる。いくつかの報告において、BPF はヒト肝臓の株化細胞である HepG2 において、
BPF-グルクロン酸抱合体（BPF-GA）や BPF-硫酸抱合体（BPF-S）に代謝されることが認めら
れている[3, 9]。また、BPF を妊娠ラットに経口的に投与すると、胎盤を通過して胎仔に達するこ
とが報告されている[2]。また、BPA において動物[8, 45]やヒト[10]両方において、胎仔・羊水で
BPA、BPA-GA が検出されており、胎盤を通過することが示唆されている。当研究室でも BPA-GA
子宮灌流実験によって BPA-GA が胎仔へ移行することが示され、胎仔・羊水において BPA-GA と
脱抱合された BPA が検出された[37]。これらの報告から、BPA 類似物の次世代影響を評価する際
に、胎盤通過の評価とともに、胎仔・乳幼仔期の薬物動態の評価も重要になることを示している。 
周産期における母親の UGT2B1、UGT1A6 の遺伝子発現量が産後 7 日で一時的に仔よりも低い
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値を示したが、UGT 活性を比較しても産後大きな変化は認められないことから、産後の母親の遺
伝子発現量変化は大きなものではないと考える。 
本章では、BPAF に対する胎仔・乳幼仔・母体における UGT 活性は、BPA や BPF に比べて大変
低いことを明らかにした。また、BPF の UGT 活性は、BPA と同じように胎仔・乳幼仔期では低
いことを示した。BPA 類似物の次世代影響機序を解明するために、母体から胎仔への移行および、
胎仔・乳幼仔期での薬物動態についてさらなる研究が必要である。 
 
5. 小括 
本章において、以下の事が明らかになった。 
1）胎仔、乳幼仔、母マウスの肝臓を用いた BPA、BPF、BPAF に対する UGT 活性を測定し、
BPAF に対する UGT 活性は BPA や BPF に比べて大変低かった。BPF、BPA に対する UGT 活
性は、胎児期や 7 日齢までは母親と比較すると大変低く、14 日齢あるいは 21 日齢には母親と同
じレベルにまで増加する。 
2)  UGT2B1、UGT1A6 の定量的 RT-PCR による遺伝子発現量の比較では、胎仔、新生仔の
UGT2B1 の発現量は母親と比較すると大変低く、7 日齢になると母親と同じレベルに増加し、
UGT1A6 の遺伝子発現量は 3 日齢からはほぼ母親と同レベルの発現量となった。 
 以上の結果から、BPF は BPA と同様に胎仔、乳幼仔期の代謝活性が低く、主に UGT2B1 で代
謝されると考えられる。BPAF は、胎仔、乳幼仔のみならず、母体においても BPA、BPAF と比
較して代謝活性が大変低く、周産期だけでなく成体でも無視できない程の影響があるかもしれな
い。 
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第Ⅱ章 BPF の肝臓組織における代謝動態 
 
1. 序文 
BPA は肝臓の UDP-glucronosyltransferase の分子種の一つである UGT2B1 によりグルクロ
ン酸抱合体（BPA-GA）に代謝され[50]、オスのラット肝臓では主に胆汁中に排泄され[18]、速や
かに体外へ排出される。このような高い排出機構があるにもかかわらず、妊娠期の BPA 暴露は胎
仔の発達に悪影響をおよぼすことや、さらにはその第二次性徴の発達にまで影響をおよぼすとい
う報告がある[15]。これはメスの妊娠期と非妊娠期およびオスの代謝システムに重要な違いがあ
ると考えられる。メスの非妊娠期およびオスの肝臓では、BPA の代謝産物である BPA-GA は主に
multidrug resistance-associated protein（MRP）2 を介して胆汁中に排出される[17]。しかしな
がら妊娠期には MRP2 の発現が減少し[5]、胆汁中への BPA-GA の排出が減少し、代償として静
脈中への排出が増加する[17]。BPA-GA は生物学的に不活性な代謝産物であるが、BPA-GA の母
親の静脈中濃度上昇は、BPA-GA の胎盤通過のリスクを高めることになる。そしてさらには
BPA-GA はわずかではあるが、胎盤を通過し胎仔へ移行することがわかっている[37]。 
近年 BPA の胎児・乳幼児期における暴露に対して規制が強くなっており、BPF や BPAF など
の BPA 類似物質の使用が増加している。特に BPF はヒトおよびラットの肝臓において、UGT を
介して代謝され、妊娠後期の胎盤を通過することが認められている[2]。 
本研究では妊娠期において、肝臓で代謝された BPF の抱合体が、BPA と同様に胆汁中への排
出が減少し、静脈中への排出が増加することで胎仔への BPF 暴露のリスクが大きくなるのではな
いかと仮説をたてた。妊娠期の BPF の影響を解明するために、妊娠期と非妊娠期におけるラット
肝臓での BPF の抱合と排出について検証した。 
 
2. 材料と方法 
1)試薬 
 BPA 、BPF および HPLC 適合規格のメタノールは関東化学より購入した。その他一般試薬は、
純度の高い物を用いた。 
 
2) 共試動物 
9～11 週齢のオスおよび非妊娠期メス、妊娠期（20～21 週）メス Sprague-Dawley rats（SD
ラット）と、10 週齢 Eisai hyperbilirubinemic rats（EHBR）を三協ラボサービスより購入した。
いずれも自由採食、自由採水とし室温 22℃±2℃、12 時間明‐12 時間暗サイクルの条件下で個別
に飼育した。全ての動物実験はペントバルビタール（ソムノペンチル、共立製薬）による麻酔下
で実施し、酪農学園大学動物実験委員会から承認を受けて行なった（ES23A06）。 
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3）肝灌流 
肝灌流の外科手順は第Ⅰ章に示した通りである。流速は 3ml/min とし、5 分間の予備灌流の後
10µM の BPF 基質液を 5 分間灌流し、その後再び灌流液を 55 分間灌流した (灌流時間；計 60
分間) 。基質灌流開始時から 60 分まで 5 分毎に胆汁・後大静脈からそれぞれ灌流液を 1ml ずつ
回収した。 
 
4）肝灌流回収液の HPLC 解析 
 肝灌流実験の潅流液は 9000xg、3 分遠心を行い、上清を使用した。胆汁・後大静脈からの検体
は蒸留水で 200 倍に希釈した。上清と胆汁・後大静脈からの検体は HPLC 解析まで-80℃で保存
した。HPLC 解析条件は第Ⅰ章に示した通りである。 
 
3. 結果 
1) BPF の肝臓における抱合と排出 
 オスのラットの BPF 肝灌流において、BPF-GA と BPF グルクロン酸・硫酸抱合体（BPF-GAS）
が胆汁と静脈中から検出された（図 5B、C）。基質である BPF は胆汁中にほとんど検出されなか
った（図 5B）。 
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図 5 肝灌流 HPLC 解析 
 BPF(10μM)を添加した灌流液（A）および、胆汁（B）・静脈（C）からの回収液中の BPF-GA、
BPF-GAS。 
 
 
 
  
2）オ
 基質
BPF-
出され
それぞ
ほとん
肝臓
77.5％
の胆汁
ほとん
 
 
図 6 
 BP
を行っ
静脈
ス・非妊娠
である BP
GA に、44
た（図 6A
れ 10 分・
ど見られな
から胆汁中
）、メスで
中への排出
ど見られな
オスおよび
F（10μM）
た。BPF
中（下段）に
期メス・妊
F は 90％以
.2％が BPF
）。非妊娠期
25 分をピー
かった、B
や静脈中に
は BPF-GA
が減少し、
かった、静
非妊娠期メ
をラットオ
の抱合体であ
検出された
娠期メスの
上が肝臓に
-GAS に抱合
のメスでは
クに主に胆
PF-GA の静
排出された
が高かった
静脈中への
脈中への B
ス、妊娠期
ス（A）、非
る BPF-G
。値は me
ラットにお
吸収された
され、それ
46.9％が B
汁中に排出
脈中への排
抱合体のう
（抱合体の
排出が増加
PF-GAS の
メスの肝灌
妊娠期メス
A（   
an ± S.E.で
ける BPF の
。吸収され
ぞれ 10 分
PF-GA に
された（図
出が認めら
ち、オスで
76.8％）（
した（図 7
排出が認め
流実験 
（B）、妊娠
）、BPA-GA
示した。（n
グルクロン
た BPF の
・20 分をピ
、14.2％が
6B）。非妊
れた（図 6
は BPF-G
図 7）。妊娠
）。特にオス
られた。 
期メス（C
S（  
=4） 
酸抱合と排
うちオスで
ークに主に
BPF-GAS に
娠期のメス
B）。1 時間
AS が高く
期のラット
や非妊娠期
）において
 ）が胆汁
15
出 
は 12.8％が
胆汁中に排
抱合され、
ではオスで
の灌流後、
（抱合体の
では抱合体
のメスでは
肝灌流実験
中（上段）、
 
  16
 
図 7 肝灌流実験の回収液 
 オス（A）、非妊娠期メス（B）、妊娠期メス（C）において肝灌流実験を 1 時間行った際の胆汁
（上方）・静脈（下方）からの回収液中の BPF-GA 量（黒色）と、BPF-GAS 量（白色）。値は
mean ± S.E.で示した。（n=4） 
 
3) EHBR における BPF の肝臓排出 
肝臓組織から胆汁中への BPF-GA と BPF-GAS の排出経路を検証するために、MRP2 の欠損し
ているオスの EHBR を用いて肝灌流実験を行った。EHBR において、49.5％が BPF-GA に、6.7％
が BPF-GAS に抱合され、5 分をピークに主に静脈中に排出された（図 8、9）。これは BPF-GA、
BPF-GAS の胆汁排出は MRP2 を介していることを示している。 
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図 8 EHBR における肝灌流実験 
  SD ラット（    ）、EHBR（    ）において BPF（10μM）の肝灌流実験を行った。
BPF の抱合体である BPF-GA（A）、BPA-GAS（B）が胆汁中（上段）、静脈中（下段）に検出さ
れた。値は mean ± S.E.で示した。（n=4） 
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図 9 EHBR における肝灌流実験の回収液 
 SD ラット、EHBR において肝灌流実験を 1 時間行った際の胆汁（上方）・静脈（下方）からの
回収液中の BPF-GA 量（黒色）と、BPF-GAS 量（白色）。値は mean ± S.E.で示した。（n=4） 
 
4. 考察 
BPFはHepG2やヒト肝臓分離細胞において、主にBPF-SやBPF-GAに代謝される[4,9]。in vivo
において、妊娠期ラットの BPF の経口暴露では尿中に主に硫酸抱合体が検出されている[2]。本
研究では肝臓に基質を灌流させる方法で行ったが、この方法は限りなく生体に近い状態で基質の
動態を検証することを可能にする方法である。ラットの肝臓でこれまで報告されていたように、
BPF は BPF-GA および BPF-GAS に代謝された。しかしながら本研究において、興味深いこと
に、BPF の肝臓における代謝に性差が認められた。オスの肝臓において、BPF-GAS（77.9%）が
主要な代謝物であるが、非妊娠期メスの肝臓においては BPF-GA（76.8%）が主要な代謝物であ
った。また、継時的な抱合体の排出ピークをみると、グルクロン酸抱合の後に硫酸抱合がなされ
ている可能性が示唆された。BPA では、ラットの分離肝細胞において、オスで主に BPA-GAS（70%）
に代謝され、メスでは主に BPA-GA（86%）に代謝される[41]。一方、ヒトの分離細胞ではオス、
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メス共に BPA-GA が主要な代謝物である[41]。オスのラットにおいて、BPF をグルクロン酸抱合
した後に、BPF-GA を BPF-GAS に抱合するスルホトランスフェラーゼの活性が高い可能性が考
えられる。これは種特異的なものであり、ヒトのオスの肝臓における機構とは異なるものかもし
れない。ヒトとラットのオスの肝臓におけるさらなる代謝機構の比較が必要である。 
オスと非妊娠期のメスラットにおいて、抱合体は主に胆汁中に排出されたが、妊娠期のメスラ
ットでは胆汁中への排出が減少し、代償的に静脈中への排出が増加した。特に、非妊娠期メスで
はほとんど検出されなかった BPA-GAS が静脈中に排出された。妊娠期のラットにおいて、グル
クロン酸抱合体の胆汁中への排出が減少するというのは、BPA の代謝に似ている[17]。これは化
学物質のグルクロン酸抱合体の輸送に関わっている MRP ファミリーが妊娠期に減少することに
よると考えられる[5]。本研究の EHBR の肝灌流実験において、抱合体の胆汁中への排出が減少
し、代償的に静脈中への排出が増加したということは、BPF-GA と BPF-GAS の両抱合体の胆汁
中への排出は MRP2 を介在していることを示唆する。MRP2 の欠損した EHBR では、肝臓にお
いて MRP3 の発現が誘導されるという報告がある[1, 14]。このことから、MRP3 も BPF の抱合
体の胆汁中への排出に関与していると考えられ、HepG2 細胞株において BPA が MRP2 や MRP3
の発現を誘導しているということにも関係する[12]。また SD ラットオスでは、BPF は主に
BPF-GAS に抱合されたのに対し、EHBR では同じオスであるにも関わらず、主に BPF-GA に抱
合された。継時的な抱合体の排出ピークをみると BPF-GA、BPF-GAS ともに SD ラットオス・
メスよりも早い傾向があると言える。MRP2 が欠損していることで、代償的に静脈側にグルクロ
ン酸抱合体に親和性の高いトランスポーターが発現していることが示唆されたが、これに関わる
報告はほとんどないため、今後の検証が待たれる。   
妊娠期における母体循環中の化学物質の抱合体の増加は、胎仔暴露のリスクを高める。特に硫
酸抱合体の増加は懸念されるポイントである。母体の血清中のエストロジェンは妊娠の経過と共
に 上 昇 す る [24] 。 胎 盤 は 母 体 へ の エ ス ト ロ ジ ェ ン の 主 な 供 給 源 で あ る が 、
17α-hydroxylase/17-20-lyase や CYP17 が欠損しているためにコレステロールからエストロジェ
ンを合成することはできない。そのため胎盤では、C-19 ステロイドの硫酸抱合体である
dehydroepiandrosterone sulfate（DHEA-S）や 16α-hydroxy DHEA-S（16α-OH-DHEA-S）
を前駆物質として、積極的に汲み込んでいる。さらに胎盤では DHEA-S や 16α-OH-DHEA-S を
スルファターゼにより脱抱合して、エストラジオールやエストロンを合成している。化学物質の
硫酸抱合体の母体血中の増加は、この輸送系により胎盤に汲み込まれ、脱抱合されて胎仔側へ移
行してしまう危険性が高いと言える。BPF の母体血中の硫酸抱合体増加は、グルクロン酸抱合体
が主である BPA よりも胎仔暴露のリスクが高い可能性がある。BPF は妊娠ラットにおける経口
投与実験で、胎盤・羊水・胎仔に移行していることが確認されており[2]、今後、BPF の硫酸抱合
体が胎盤をどのように通過するかを検証する必要がある。 
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また、第Ⅰ章で胎仔・乳幼仔期において BPF に対する UGT 活性が低いことを示したが、胎仔・
乳幼仔期における BPA 類似物質に対するスルホトランスフェラーゼ活性は不明なままである。胎
盤における 16α-OH-DHEA-S の主な供給源は胎仔副腎であると言われており、胎仔副腎は妊娠
12 週以降に急速に発達し、体重比にして成人の約 20 倍に達すると言われる。胎仔副腎でのスル
ホトランスフェラーゼ活性は高く、DHEA の大部分を硫酸抱合している。今後、胎仔における
BPA および BPA 類似物質に対する硫酸抱合活性評価が胎仔毒性評価に必要となってくると考え
る。      
 
5. 小括 
 本章において、以下の事が明らかとなった。 
1）ラットオス、非妊娠期メス、妊娠期メスにおいて、BPF の肝灌流実験を行った。BPF は BPF-GA、
BPF-GAS に代謝され、オスで主に BPF-GAS が胆汁中に、非妊娠期のメスで主に BPF-GA が胆
汁中に排出された。妊娠期のメスでは胆汁中の排出が減少し、代償的に静脈中への排出が増加し、
特に非妊娠期にはほとんど見られなかった BPF-GAS の静脈排出が認められた。 
2）MRP2 欠損マウスである EHBR オスにおける BPF 肝灌流実験において、BPF 胞合体の胆汁
排出がほとんど見られず、静脈排出が主であった。以上の結果より、BPF-GA と BPF-GAS の両
抱合体の胆汁中への排出は MRP2 を介在していることを示唆された。また妊娠期に静脈中への硫
酸抱合体排出が増加する BPF はグルクロン酸抱合体が胞合体の中心となる BPA よりも胎盤通過
のリスクが高い可能性が示唆された。 
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第Ⅲ章 胎仔腸管での脱抱合 
 
1. 序文 
BPA は生体に取り込まれると、肝臓の UGT-2B1 によってグルクロン酸抱合され[50]、MRP2
を介して胆汁中に汲み出され、速やかに体外へ排出される[17]。しかしながら、妊娠期のメスの
肝臓では MRP2 の発現が減少し、静脈中の BPA-GA 濃度が高まり[17]、BPA-GA は胎盤を通過し
てしまう[37]。さらに胎盤を通過した BPA-GA は脱抱合された BPA として検出されており[37]、
胎仔組織で脱抱合される可能性が高いことを示している。第Ⅰ章で示したように、胎仔における
薬物代謝システムは大変脆弱であるために、わずかでも BPA-GA が胎盤を通過し、ひとたび BPA
へ脱抱合されると胎仔における影響は大きいと考えられる。 
それでは、胎盤を通過した BPA-GA は胎仔内のどこで脱抱合されているのだろうか。ヒト胎児
の各臓器におけるβ-グルクロニターゼ活性の比較では、肝臓に続き、腸管での活性が高いことが
示されている[20]。これは胎児のビリルビン動態に関係しており、新生児や胎児では腸管内での
β-グルクロニターゼ活性が高く、脱抱合され腸肝循環しやすいと言われている[20]。胎児では成
人よりも多血状態であり、赤血球の寿命が短いことから、ビリルビン生成が多く行われている。
肝臓で抱合されたビリルビンが胆管から胎児小腸へ移行するが、腸管でβ-グルクロニターゼによ
って非抱合型のビリルビンへ脱抱合され、腸管から再び胎児循環へ再吸収され、胎盤を経由して
母体側へ移行し、母体肝臓により抱合されて、体外へ排出される。これは胎児が高ビリルビン血
漿にならないために重要な機構である。また、Kurebayashi らの放射性標識 BPA を妊娠ラット
に経口投与した実験において、胎仔の腸管と膀胱で放射性標識 BPA が検出されている[25]。胎盤
を通過した BPA-GA は胎児循環から尿中、つまり羊水中に排泄されると考えられる。ヒトの胎児
尿は妊娠 12 週頃から産生が始まり、妊娠後期の羊水の主な産生源は胎児の尿である。妊娠 4 ヶ
月頃から羊水の中に含まれる胎児尿の割合が急激に増大し、妊娠末期には１日あたり 800～
1200mL にも達する。また、胎児が嚥下する羊水の量は妊娠週数とともに増加するとされ、妊娠
後期には 1 日に 500～1000mL に達し、これは新生児の哺乳量に匹敵する。この羊水嚥下は胎児
の消化管発達を促すとされる。ヒト胎児の小腸では妊娠 11 週ごろに蠕動運動が認められ、妊娠
16 週ごろには嚥下した羊水から水分を吸収して残りを下部結腸まで運ぶことができる。vom Saal
らのアカゲザルを用いた母体への BPA 経口投与実験によると、母体投与後 1 時間で羊水中に抱合
型の BPA が検出されている[48]。本研究では、胎盤を通過した BPA-GA が胎児の羊水嚥下によ
って胎児腸管に流入し、胎児腸管の高い脱抱合機構により、BPA-GA が BPA へ脱抱合されている
のではないかと仮説をたてた。 
私達はターゲット臓器を使った灌流により様々な内分泌かく乱物質の動態を研究しており、こ
の技術は生体に近い状態で物質の動態を検証すること可能にする。本研究では BPA および
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BPA-GA を基質としてラット胎仔腸管へ灌流させることで、生体に近い状態で、胎仔腸組織での
BPA および BPA-GA の取り込み・代謝（変換）・漿膜側への汲み出しについて検証を行った。 
 
2. 材料と方法 
1) 試薬 
 BPA および HPLC 適合規格のメタノールは関東化学より購入した。 
 
2) 共試動物 
妊娠 SD ラット（10 週齢、妊娠 17.5 日齢）は三協ラボサービスより購入した。いずれも自由
採食、自由採水とし室温 22℃±2℃、12 時間明‐12 時間暗サイクルの条件下で個別に飼育した。
全ての動物実験は酪農学園大学動物実験委員会から承認を受けて行なった（ES21A03）。 
 
3) ビスフェノール類のグルクロン酸抱合体の分離・精製 
 BPA-GA の精製は第Ⅰ章に示した通り。 
 
4）胎仔腸管灌流 
 母体（妊娠 20 日齢）、胎仔はペントバルビタール (ソムノペンチル、共立製薬) による麻酔下
で後大静脈を切断することで安楽死を行った。安楽死後、胎仔腸管は空腸、回腸、盲腸、大腸を
含んだ状態で摘出して、胃から 5cm のところで切断した。クレブス・リンガーバッファー(115 mM 
NaCl、5.9 mM KCl、1.2 mM MgCl2、1.2 mM NaH2PO4、1.2 mM Na2SO4、2.5 mM CaCl2、25 
mM NaHCO3、10 mM グルコース)を漿膜・粘膜溶液として使用した。バッファーは 95%O2＋
5%CO2でエアレーションを行い、pH7.4 に調節した。胎仔腸管灌流のシステムは図 10 に示した。
胎仔腸管は頭側から 27 ゲージの針を挿入し、漿膜溶液の入っているポリエチレンのチャンバーに
固定した。粘膜溶液は 2μM の BPA または BPA-GA を添加し、頭側から 10 分間、3mL/h で灌流
した。尾側の腸管からの流出液は、灌流開始 5 分後から 10 分後までを回収した。灌流後、腸管
と漿膜溶液を回収し、解析まで-80℃に保管した。 
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図 10 胎仔腸管灌流概略図 
 
5）胎仔腸管および灌流回収液の HPLC 解析 
 胎仔腸管は、0.1mM EDTA を添加した 4 倍量の 0.1M リン酸バッファー（pH7.4）に入れ、ホ
モジネートし、その後 5 分間超音波処理を行った。これに等量のアセトニトリルを加え、4℃で
10,000xg、10 分遠心を行い、上清を使用した。粘膜・漿膜液からの回収液はフィルター
（HLC-DISK3、関東化学）ろ過し、上清を使用した。HPLC 解析条件は第Ⅰ章に示した通りで
ある。 
 
6) 免疫組織染色 
 胎仔の胃および腸管切片を用いて免疫組織染色を行った。妊娠 20 日齢の SD ラットおよび 18
日齢のマウスから胎仔を取り出し、胎仔の胃および腸管を採取し、4%パラホルムアルデヒド/PBS
（pH7.0）に 4℃で一晩浸漬して固定した。25%、50%、70%、99%、100%のエタノールに順次 2
時間ずつ振騰浸漬して脱水した後、キシレンに浸漬してパラフィン包埋を行った。ミクロトーム
で 7µm 厚の切片を作成し、スライドガラスに伸展、貼付した。キシレンによって脱パラフィン処
理を行った後再水和処理を行い、10mM のクエン酸バッファーに浸漬して 15 分間加熱した。室
温まで冷却後、3%H2O2加メタノールに 10 分間浸し、PBS で 3 分間 3 回洗浄した。PBS で希釈
した 10%正常ヤギ血清（NGS）を切片にマウントし、室温で 1 時間インキュベートしブロッキン
グを行った。10%NGS で 100 倍希釈した抗β-グルクロニターゼ抗体をマウントし、4℃で一晩イ
ンキュベートした。陰性対照には 10%NGS を用いた。0.05% Tween 20 添加 PBS で 3 回洗浄し
た後、シンプルステインマウス MAX-PO（ニチレイ、東京）を添加し室温に 30 分間静置し、そ
の後 0.05% Tween 20 添加 PBS で 3 回洗浄した。発色には、シンプルステイン DAB 溶液（ニチ
レイ）を用い、顕微鏡下で観察した。 
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3. 結果 
1）胎仔腸管灌流 
BPA-GA の脱抱合や移送を明らかにするために、BPA または BPA-GA を基質としてラット胎
仔腸管を用いた灌流実験を行った。まず、BPA を基質として腸管に灌流させたところ、腸組織に
BPA-GA、そして基底膜側に BPA が検出された（図 11B）。このことは BPA が抱合され、BPA-GA
に変換されること、そして脂溶性の BPA が腸管から腸組織を通過し、基底膜側に移送されること
を示している。 
次に BPA-GA を基質として腸管に灌流させると、腸組織、基底膜側から BPA が検出された（図
11A）。このことは腸管を流れた BPA-GA が小腸で BPA に変換され、脱抱合された BPA が基底
膜側に移送されること示している。 
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図 11 ラット胎仔腸管を用いた灌流実験 
 BPA-GA（A）、BPA（B）を基質として灌流させ、腸管組織、漿膜緩衝液を回収し、それぞれ
BPA-GA（黒）、BPA（白）を検出した。値は mean ± S.E.で示した。（A:n=12、B:n=8） 
 
2）β-グルクロニターゼの局在 
胃、小腸における β-グルクロニターゼの局在を免疫染色によって調べた。β-グルクロニター
ゼは抱合体を脱抱合体にする酵素としてよく知られている。粘膜上皮の細胞質にβ-グルクロニタ
ーゼが局在していることがわかった（図 12）。また、β-グルクロニターゼは小腸で発現が高く、
胃、結腸では発現が低かった。 
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4. 考察 
BPA の胎盤通過や胎児毒性に関する報告は数多くあるものの、胎盤を通過してから毒性発現に
至るまでの詳細な動態は未だ不明なままである。本研究ではその一助となるべく、胎盤を通過し
た BPA-GA の胎仔における脱胞合を検証した。Muna S. Nahar ほかによると、ヒト胎児肝臓か
ら非抱合型および抱合型 BPA が検出されている[36]。胎児循環において、胎児血は臍帯静脈から
約半分は肝臓に入り、残り半分は静脈管を経て下大静脈に入る。母体血流から胎盤を通過した
BPA-GA の約半分が肝臓に流入し、肝臓のβ-グルクロニターゼによって脱胞合されている可能性
が考えられる。残りの BPA-GA、あるいは肝臓で脱胞合されなかった BPA-GA は胎児循環から尿
中に排出され、胎児の羊水嚥下によって胎児腸管に流入すると考えられる。そして本研究の胎仔
腸管の灌流実験により明らかになったように、腸管内に流入した BPA-GA は、粘膜上皮細胞内、
あるいは粘膜上皮細胞から放出されたβ-グルクロニターゼにより腸管腔内でBPAに脱抱合され、
さらに基底膜側に移送される（図 13）。 
胎児は成人に比べ多血傾向であり、赤血球の寿命が 70～90 日と短い（成人 100～120 日）ため、
ビリルビンの生成が盛んであり、その排泄にβ-グルクロニターゼによる脱抱合は重要である。し
かし、そもそも抱合能が未熟である胎児において、肝臓・腸管での脱抱合活性が高いことにはど
の様な意味があるのだろうか。非抱合型ビリルビンは胎児側から胎盤を介して単純拡散に加え
ATP 依存的に積極的に母体側に汲み出されている[43]が、血清中の非抱合型ビリルビン濃度は、
胎児において母体よりも高く維持されている[35, 22]。Perez MJ ほかの報告によると、胎児にお
いて非抱合型ビリルビン濃度が母体側よりもある程度高いことが、妊娠後期に起こるとされる母
体の肝障害による胆汁うっ滞による酸化ストレスから胎児をまもることになるという[40]。第Ⅱ
章で述べたように胎児側での硫酸抱合は活発であるが、グルクロン酸抱合は脱抱合が優位になっ
ているのである。グルクロン酸抱合体の胎盤通過は、硫酸抱合体の胎盤通過よりもわずかである
かもしれないが、一度胎盤を通過すると容易に脱抱合されやすいと考えられる。また、第Ⅰ章で
示したように、胎仔における UGT2B1 の発現量は低く、代謝能が大変低いために、BPA として
蓄積し影響を与えていると考えられる。脱胞合された BPA の胎児内の動態や毒性発現機序につい
て、さらなる検討が必要である。 
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総括 
 
 本研究では妊娠期における BPA 類似物暴露による次世代影響の一端を解明することを目的と
して、BPA 類似物の胎仔、乳幼仔における代謝能および、妊娠期における代謝動態について比較
検証を行い、さらに胎仔における BPA の抱合体の再活性について検証を行った。BPA の次世代
影響について数多くの報告がされる中、BPA の使用規制が世界的な流れとなり、BPA の代替物質
に対する需要が高まっている。一般消費者の間でもその関心は高く、市場では『BPA-free』と表
示されている商品も売られている。しかしながら、BPA の代替物質となる BPA 類似物の生体へ
の影響はまだ十分に評価されていない。現在、様々な種類の BPA 類似物が作られており、使用規
制されないままその使用は年々増加している。 
 BPAF は BPA に比べて、エストロジェン活性が低いとされ、BPA よりも安全な代替え物質と
されているが、本研究で明らかになったように、胎仔、乳幼仔期のみならず、成体での影響も無
視できない物質である可能性がある。当初、BPA 類似物はその構造が BPA とよく似ているので、
BPA と同じような動態を示すと考えていたが、BPAF は母親の肝臓での代謝活性も BPA と比較
して低いことが明らかとなった。BPAF は成体において体外への排出が遅く蓄積する可能性があ
り、活性型のまま影響を与えていることが示唆された。 
 BPF は BPA と同じように、胎仔・乳幼仔期の代謝能は未発達であることが明らかとなった。
さらに妊娠期において肝臓での抱合体の胆汁排出が減少し、特に硫酸抱合体の静脈排出が増加す
ることが明らかとなった。母体血中の硫酸抱合体が増加する BPF は、グルクロン酸抱合体が主で
ある BPA よりも胎仔暴露のリスクが高い可能性が示唆された。 
 また、胎盤を通過する BPA の抱合体である BPA-GA が胎仔腸管で脱抱合されることを明らか
にした。胎児において、硫酸抱合は活発であるが、グルクロン酸抱合は脱抱合が優位となる。こ
れは薬物などの化学物質は、母親において速やかにグルクロン酸抱合されれば胎仔暴露のリスク
は低いとする見解をゆるがしかねない。これまで安全とされてきた他の薬剤も今回検証された
BPA と同じ様に、グルクロン酸抱合体の胎盤通過はわずかであっても、一度胎盤を通過すると胎
仔腸管等で容易に脱抱合され、胎仔の未熟な抱合能により、活性型のまま蓄積し、影響を及ぼし
ている可能性がある。 
BPA の代替物質の需要が高まる中で、経済産業省の生産動態統計によると BPA の日本国内の
年間生産量はここ数年減少傾向にあるものの、ほぼ横ばいであり 2014 年の生産量は約 415000ｔ
におよぶ。カナダ（2010 年）や EU（2011 年）が哺乳瓶の製造にポリカーボネートの使用を禁
止し[51, 53]、フランス（2015 年）が全ての食品包装での BPA の使用を禁止した[55]一方で、米
国食品医薬品庁（FDA）は「現在の暴露レベルでの健康リスクは存在しない」（2014 年）[56]と
し、欧州食品安全機関（EFSA）は「BPA は許容値以下の使用であれば、胎仔、乳幼児を含む全
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月齢に健康リスクはない」（2015 年）[52]と示している。日本では、2010 年の BPA の食品健康
影響評価についての中間とりまとめにて「現時点における知見からは TDI を設定することは困難
であるが、今後低用量影響に関する新たな科学的知見が得られた時点で、再度 TDI について検討
する」[54]という立場にとどまっている。このように各国の対応に差がみられるのは、BPA の低
用量暴露での影響について評価が難しいこと、毒性発現機序についてまだほとんど解明されてい
ないことが大きな要因である。また、BPA は母体において急速に代謝され、排出されるため、胎
仔の BPA 暴露量は無視できる程度であるという見解が根底にある。しかしながら、妊娠に伴う代
謝機構の変化は今回の研究でも見られたように、肝臓からの抱合体の静脈排出を増加させ、胎盤
ではエストロジェン合成のために DHEAS を積極的に胎盤に汲み込む様に、抱合体を選択的に胎
盤に汲み込む機構がある。約 270 日の妊娠期間に母体は化学物質を胞合体に代謝し、胎盤経由で
胎仔側へ排出している可能性がある。Vom Saal ほかのアカゲザルを用いた BPA 経口投与実験で、
妊娠初期に比べ胎盤が発達する妊娠後期において、抱合型 BPA の母体血中濃度の下がり方が大き
く、胎仔や羊水中に抱合型 BPA が検出されたこと[48]はこれを裏付けている。BPA に関する世界
的な動向が二分する中、BPA の胎児毒性発現機序の詳細な解明が急務となっている。 
 本研究において、近年使用が増大している BPA 類似物の周産期における胎仔暴露リスクが BPA
よりも高い可能性があること、また胎盤を通過する BPA-GA の胎仔内動態の一端が明らかとなっ
た。各国では未だ不明な点の多い BPA について、妊婦や授乳中の母親、乳児が暴露量を減らす方
法として、缶詰食品を控えることや食品包装されたまま加熱しない等を挙げているが、BPA およ
び BPA 類似物は身近なものに大変広く使用されており、妊婦や母親だけが摂取量を制限するのは
極めて難しいのが現状である。BPA とその類似物質の代謝動態や作用機序の解明は、その影響の
防止や軽減につながることが期待され、本研究はその一助になればと考える。 
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